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La calmodulina es una proteína receptora de calcio que interviene en multitud 
de procesos celulares regulando una gran diversidad de proteínas, entre ellas 
diversas tirosina quinasas. Aunque el aumento de calcio citosólico permite la 
activación de la calmodulina; también es capaz de regular distintas funciones 
celulares en forma de apocalmoculina (calmodulina no unida a calcio) y tras 
sufrir modificaciones postraduccionales como la fosforilación. Se ha 
demostrado in vivo que, en presencia de ligando, el complejo Ca2+/calmodulina 
se une al dominio de unión de la calmodulina del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR), que se encuentra en la región citosólica 
yuxtamembranal, activando la tirosina quinasa del receptor. En cambio, se ha 
observado in vitro que la calmodulina inhibe esta actividad tirosina quinasa 
cuando el receptor se activa por su ligando. Además, es sabido que diferentes 
especies de fosfo-calmodulina realizan distintas funciones celulares. En este 
trabajo, hemos querido profundizar acerca de la regulación que ejerce la 
calmodulina sobre las proteína tirosina quinasas. Hemos estudiado, en células 
vivas, el papel regulador de la misma sobre receptores ErbB y sobre la tirosina 
quinasa no receptora Src. Asimismo, se ha realizado un ensayo in vitro para 
determinar el papel de la calmodulina y de un mutante fosfo-mimético de la 
misma sobre la fosforilación del EGFR. 
 
Palabras clave: calmodulina, EGFR, ErbB2, Src, tirosina quinasa 
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Calmodulin is a calcium-binding protein which is involved in the regulation of 
many cellular processes and a wide variety of proteins, including several protein 
tyrosine kinases. The increase of free cytosolic calcium allows calmodulin 
activation; but its function is not only due to the presence of calcium because 
this protein is also capable to regulate various cell functions as apocalmoculin 
(calcium-free calmodulin) and after undergoing post-translational modifications 
(such as phosphorylation). It has been shown in vivo that the Ca2+/calmodulin 
complex binds to the calmodulin-binding domain of the EGFR, which is located 
in its citosolic juxtamembrane region in the region of the EGFR. This region 
activates the tyrosine kinase activity of the EGFR. In contrast, it has been 
demostrated in vitro that calmodulin inhibits the ligand-dependent activity of the 
EGFR. Furthermore, it is known that different phospho-calmodulin species 
perform different cellular functions. Therefore, in this work, for understanding 
more about the regulation that calmodulin exerts on protein tyrosine kinases, we 
have studied in living cells the role of calmodulin on ErbB receptors and the 
non-receptor tyrosine kinase Src. Likewise, it has been performed a study in 
vitro to determine the role of wild type calmodulin and a phospho-mimetic 
calmodulin mutant on EGFR phosphorylation. 
 
Key words: calmodulin, EGFR, ErbB2, Src, tyrosine kinase  
 
 
 
Abreviaturas: CaM, calmodulina; CaM-BD, dominio de unión a la calmodulina 
(calmodulin binding domain); CaMKII, Ca2+/calmodulina proteína quinasa II; 
EGF, factor de crecimiento epidérmico; EGFR, receptor del factor de 
crecimiento epidérmico; EGTA, ácido tetraacético etilenglicol; HRGβ1, 
heregulina β1; H2O2, peróxido de hidrógeno; PKC, proteína quinasa C; PTPα, 
proteína tirosina fosfatasa α; PVDF, difluoruro de polivilideno; región JM, región 
yuxtamembranal; SEM, error estándar de la media. 
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Hoy en día, el cáncer es una de las principales causas de muerte. Muchos 
cánceres se producen por la sobre-expresión, hiperactividad o por la abolición 
funcional de proteínas que intervienen en vías de señalización celular. La gran 
mayoría de las actividades bioquímicas de estas vías son llevadas a cabo por 
proteína quinasas. Estas quinasas son activadas por distintos tipos de 
segundos mensajeros, como es el caso del calcio; pero el calcio no puede 
regular la mayoría de sus funciones celulares por sí mismo, sino unido a 
proteínas de unión al calcio, como la camodulina (CaM). Ésta última asegura y 
amplifica el resultado de la respuesta celular controlada (Sánchez-González et 
al., 2010). 
El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) fue el primer 
receptor tirosina quinasa en ser descrito (Chinkers & Cohen, 1981); lo mismo 
ocurre con la proteína quinasa no receptora, Src (Hunter & Sefton, 1980). En 
este trabajo se ha estudiado la regulación que ejerce la calmodulina sobre 
algunos de sus efectores, específicamente las proteína tirosina quinasas 
EGFR, ErbB2 y Src. 
1.1. Calmodulina: 
La calmodulina es una pequeña proteína ácida de unión a calcio presente en 
todos los organismos eucariotas, desde los mamíferos hasta los protistas 
unicelulares (Chin & Means, 2000; Klee & Vanaman, 1982). 
La estructura terciaria de dicha proteína tiene forma de pesa. Está 
formada por dos estructuras globulares en sus extremos N- y C- terminales que 
están   conectadas   por   una   α-hélice central (Babu et al., 1985). Esta proteína 
pertenece al grupo de proteínas de unión a calcio con dominios denominados 
mano EF. Cada mano EF consta de: hélice E (N-terminal)-bucle (sitio de unión 
a calcio)-hélice F (C-terminal). Una molécula de calmodulina consta de cuatro 
motivos de mano EF y una α-hélice central separando cada pareja de motivos. 
La calmodulina es de gran importancia en el control de numerosos 
procesos fisiológicos, como son: la funcionalidad y la arquitectura del 
citoesqueleto, la motilidad celular, la proliferación celular, la apoptosis, la 
autofagia, la homeostasia metabólica, la translocación de fosfolípidos en las 
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membranas (flip-flop), el plegamiento de proteínas, la fosforilación y 
desfosforilación de proteínas, el transporte de iones, el control osmótico, los 
procesos reproductivos, la contracción muscular y la expresión génica entre 
otros (Bahler & Rhoads, 2002; Benaim & Villalobo, 2002; Hoeflich & Ikura, 
2002; Jurado et al., 1999; Vetter & Leclerc, 2003). La base de que la 
calmodulina está implicada en todos estos procesos es su capacidad de unión 
a cientos de proteínas dianas distintas. 
La interacción calmodulina-proteína ocurre tras un incremento inducido de 
calcio intracelular. El catión se une a la calmodulina y provoca un cambio 
conformacional cuyo resultado es la exposición de residuos aminoacídicos 
hidrofóbicos. Este cambio posibilita la unión de la calmodulina con las proteínas 
dianas. No obstante, no sólo la función de la calmodulina está confinada a la 
unión del calcio ya que es capaz de reconocer diferentes proteínas dianas en 
forma de apocalmodulina (Jurado et al., 1999) o calmodulina modificada 
postraduccionalmente (ej: fosforilación) (Benaim & Villalobo, 2002). 
Además, la calmodulina está asociada a procesos neoplásicos. En 
muchas células tumorales ha sido observada la alteración de la proliferación 
celular y la regulación del ciclo celular dependientes de calmodulina (Berchtold 
& Villalobo). 
o Inhibidores de la calmodulina: 
Existen inhibidores de la calmodulina permeables a la membrana celular, como 
son los derivados de la naftalenesulfonamida (W-7/W-13/W-12), trifluorperacina 
y calmidazolio. Se utilizan para investigar el papel del complejo 
Ca2+/calmodulina en células vivas.  
Los inhibidores W-7 y W-12 (éste segundo es un inhibidor con una 
capacidad de unión al complejo Ca2+/CaM muy baja con respecto a W-7) han 
sido utilizados para elucidar la función de la calmodulina en los sistemas de 
señalización celular estudiados en el presente trabajo. Ambos se unen a la 
calmodulina mediante interacciones de Van der Waals entre el anillo de 
naftaleno del inhibidor y los residuos hidrofóbicos de los sitios de unión al 
complejo Ca2+/CaM (Osawa et al., 1998). Este hecho inhabilita la unión del 
complejo Ca2+/CaM a sus dianas. 
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Además, las medidas del potencial Z (medida de la repulsión o atracción 
entre partículas cargadas eléctricamente) muestran que estas bases 
anfipáticas débiles también se unen a vesículas de fosfolípidos. Esto significa 
que se pueden unir también a la hemimembrana interna de la membrana 
plasmática reduciendo el potencial electroestático negativo de la misma. Este 
cambio causa la activación del EGFR en ausencia de ligando porque separa su 
región JM de la membrana (Sengupta et al., 2007).  
1.2. Familia de receptores tirosina quinasa ErbB: 
Los receptores ErbB forman una subfamilia de RTKs (Receptor Tyrosine 
Kinases) constituida por cuatro miembros: EGFR/ErbB1/HER1, 
ErbB2/neu/HER2, ErbB3/HER3 y ErbB4/HER4. La estructura de los miembros 
de esta familia de receptores está dividida en 3 regiones: i) la región 
extracelular, que contiene el sitio de unión al ligando; ii) el dominio 
transmembrana; y iii) la región intracelular formada por: el dominio JM 
(yuxtamembrana), que tiene un papel esencial en la activación del receptor, el 
dominio catalítico tirosina quinasa y la cola C-terminal, que contiene residuos 
de tirosina que son fosforilados tras la activación del receptor (Villalobo et al., 
2013). 
Los receptores de la familia ErbB participan en una gran variedad de 
funciones celulares. Destaca entre ellas la estimulación de la proliferación 
celular; aunque también son responsables de controlar la diferenciación celular, 
la motilidad celular, la polaridad celular, los mecanismos de supervivencia 
celular e inducción o inhibición de la apoptosis, entre otras. Estos procesos se 
encuentran alterados en células neoplásicas, lo que explica los procesos de la 
carcinogénesis, la progresión del tumor y la metástasis (Villalobo et al., 2013). 
Estos receptores comparten una amplia familia de ligandos, que pueden 
ser relativa o absolutamente específicos para el receptor. Tras la unión del 
ligando, forman dímeros (homo o heterodímeros) que inducen una serie de 
cambios conformacionales que concluyen en la activación de la tirosina 
quinasa intrínseca. Esta activación precede a la auto-fosforilación de los 
residuos de tirosina (Carpenter, 1987; Downward et al., 1984; Margolis et al., 
1989) provocando el desencadenamiento de una serie de eventos de 
señalización que dan lugar a distintas respuestas celulares (Harris et al., 2003). 
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De los cuatro miembros de este grupo de receptores, ErbB2 no tiene capacidad 
de unión a ligando y ErbB3 presenta un dominio tirosina quinasa no funcional, 
pero ambos pueden unirse formando  un heterodímero activo (Citri et al., 2003). 
La activación del EGFR mediante su ligando genera un incremento del 
calcio citosólico libre que está involucrado en la regulación del receptor, pues 
produce la retro-inhibición de la actividad de la tirosina quinasa intrínseca del 
EGFR por dos mecanismos distintos: i) activando las serina/treonina quinasas 
dependientes de Ca2+ que fosforilan el receptor (por ejemplo PKC fosforila 
Thr654); y ii) activando la proteína quinasa dependiente de calmodulina II 
(CaMKII) que fosforila al EGFR en varios residuos de serina. Estos dos 
mecanismos desensibilizan al EGFR tras la fosforilación (Carpenter, 1987; Citri 
et al., 2003; Jorissen et al., 2003; Margolis et al., 1989).  
Además, el complejo Ca2+/CaM regula también la actividad de los 
receptores ErbB por unión directa a ellos (Sánchez-González et al., 2010). 
1.3. El papel de la calmodulina en el funcionamiento de los receptores 
ErbB: 
El complejo Ca2+/CaM controla el funcionamiento de los receptores ErbB, 
especialmente el EGFR y ErbB2, mediante un mecanismo dual: i) implicando a 
quinasas dependientes de calmodulina que fosforilan e indirectamente 
controlan su actividad, represión de su expresión, tráfico y destino; y ii) 
directamente, mediante su unión al dominio JM, regulando de esta forma su 
activación dependiente de ligando (Sánchez-González et al., 2010). 
La interacción directa entre la calmodulina y el EGFR ha sido 
extensamente evidenciada. Por ejemplo, en experimentos in vitro, en los cuales 
el EGFR solubilizado de células de hígado de rata ha sido aislado por 
cromatografía de afinidad a calmodulina dependiente de Ca2+ (también 
demostrado en fibroblastos humanos) (San José et al., 1992); o por co-
inmunoprecipitaciones del EGFR con la calmodulina, en células en cultivo (Li et 
al., 2012). En los experimentos in vitro, se vio que la calmodulina en presencia 
de calcio podría inhibir la actividad tirosina quinasa de una preparación de 
EGFR solubilizado (San José et al., 1992). En cambio, en estudios posteriores 
realizandos in vivo se observó la activación del receptor en presencia del 
complejo Ca2+/CaM. 
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Se ha descrito un modelo (Figura 1) que explica cómo Ca2+/CaM podría 
activar el receptor en células vivas (McLaughlin et al., 2005). Se sugiere que los 
aminoácidos básicos (cargados positivamente), que constituyen el domino 
citosólico JM y el dominio tirosina quinasa, se unen electroestáticamente a los 
lípidos ácidos (cargados negativamente) de la hemimembrana interna de la 
membrana plasmática. Esto inactiva la actividad catalítica del receptor en 
ausencia de ligando. Tras la unión del ligando, el complejo Ca2+/CaM (formado 
tras el incremento de calcio en el citosol) se une a su dominio de unión del 
EGFR y separa la región JM del receptor de la membrana debido al efecto 
eléctrico de la carga negativa de la calmodulina (Sato et al., 2006). Esta unión 
deja el dominio quinasa del receptor libre (activo) y capaz de fosforilar sus 
sustratos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Modelo de activación del EGFR por el complejo Ca2+/calmodulina. A, Forma 
inactiva del EGFR. B, Activación del EGFR dependiente de ligando (McLaughlin et al., 2005). 
1.4. Fosforilación de la calmodulina por el EGFR: 
La fosforilación de la calmodulina por proteína serina/treonina quinasas, como 
la caseína quinasa II y la quinasa de la cadena ligera de la miosina; y tirosina 
quinasas, como el receptor de insulina, EGFR o Src, ha sido estudiada 
extensamente tanto in vivo como in vitro (Benaim & Villalobo, 2002). Ha sido 
evidenciado que la calmodulina puede ser fosforilada en  varios residuos 
aminoacídicos: cuatro serinas, doce treoninas y en las dos únicas tirosinas que 
posee en las posiciones 99 y 138 (Benaim & Villalobo, 2002). Este proceso 
postraduccional de regulación de la calmodulina conlleva importantes 
consecuencias fisiológicas para la célula. En comparación con la calmodulina 
no fosforilada, las diferentes especies de fosfo-calmodulina dan lugar a 
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diferentes acciones celulares en los distintos sistemas dependientes de 
calmodulina. 
Ha sido demostrado por nuestro grupo que la calmodulina es fosforilada 
por el EGFR en ausencia de calcio y en presencia de polipéptidos catiónicos 
(histonas o poli-L-lisinas) (Benguría et al., 1994; San José et al., 1992). 
Además, esta fosforilación ocurre principalmente en la tirosina 99, aunque 
ambas, tirosina 99 y tirosina 138, son fosforiladas.  
Ya que las diferentes especies de fosfo-calmodulina tienen diferentes 
funciones celulares, se ha sugerido que el EGFR podría ser regulado de 
distinta forma según interactúe con la forma fosforilada o no fosforilada de la 
calmodulina. La experimentación con los distintos tipos de calmodulinas, 
fosforilada o no fosforilada; así como el uso de calmodulinas carentes de uno o 
ambos residuos de tirosina (mutantes Y/F, no fosforilables) y mutantes fosfo-
miméticos Y/D y Y/E nos pueden ayudar a elucidar la función de cada una de 
estas especies de calmodulina sobre las distintas quinasas con las que 
interactúan.  
1.5. Familia de proteína tirosina quinasas Src: 
Src es una familia de proto-oncogenes no receptores de tipo tirosina 
quinasa que juegan papeles claves en la morfología celular, la motilidad, la 
proliferación y supervivencia celular. Los 11 miembros que forman la familia Src 
en la especie humana son: Blk, Brk, Fgr, Frk, Fyn, Hck, Lck, Lyn, Srm, Yes y 
Src, que le da nombre a la familia (Manning et al., 2002). Src, Fyn y Yes se 
expresan en la mayoría de los tejidos (de forma ubicua), sin embargo, 
dependiendo del tipo celular del que tratemos, hay mayor expresión de uno u 
otro miembro. Hay tipos celulares como neuronas, osteoclastos y plaquetas 
que expresan niveles más elevados de esta proteína (Brown & Cooper, 1996). 
La estructura de esta proteína consta de un extremo N- terminal (que está 
miristoilado) seguido de un dominio SH4, un segmento de conexión (linker), el 
dominio SH3, el dominio SH2, un dominio tirosina quinasa y una cola 
reguladora en el extremo C-terminal. Esta disposición conforma una estructura 
bilobulada. El lóbulo carboxiterminal es el responsable de la unión de las 
proteínas sustratos; en cambio, el sitio catalítico de Src se encuentra en la 
hendidura que hay entre los dos lóbulos. Estos dos lóbulos se mueven y dan 
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lugar a dos conformaciones de la quinasa, cerrada o abierta. Ésta última es la 
necesaria para permitir el acceso del ATP y la consiguiente fosforilación de la 
proteína (Roskoski, 2004).  
En fibroblastos se ha encontrado que la localización de Src en la célula es 
variable y que se encuentran unidas (gracias a su N-terminal miristoilado) a los 
endosomas, a la membrana perinuclear, a las vesículas secretoras y a la 
hemimembrana interna de la membrana plasmática donde pueden 
interaccionar con una variedad de receptores de factores de crecimiento 
(Brown & Cooper, 1996; Thomas & Brugge, 1997). 
Los miembros de la familia Src tienen dos sitos importantes de regulación 
por fosforilación: la Tyr416, que es estimulatoria y se encuentra en el dominio 
proteína quinasa; y la Tyr527, que es inhibitoria y se sitúa en el extremo C-
terminal. La activación de Src resulta en la auto-fosforilación de la Tyr416 y es 
llevada a cabo por receptores tirosina quinasas, receptores de integrinas, 
receptores  unidos  a  proteína  G,   “receptores  Ag-Ac”,   receptores  de  citoquinas,  
receptores de hormonas esteroideas (Thomas & Brugge, 1997). Por el 
contrario, CsK (C-terminal Src kinase), que fosforila la Tyr527 en el extremo C-
terminal de Src, inhibe su actividad.  
La actividad quinasa de Src está presente durante la mayor parte del ciclo 
celular permitiendo la progresión del mismo y, es responsable de la inducción 
de síntesis de DNA (Thomas & Brugge, 1997).  
Se ha demostrado que la actividad de Src está incrementada en células 
tumorales. Existen dos posibles mecanismos que determinan este incremento 
de actividad. Uno es debido al aumento de la expresión de esta proteína. El 
segundo mecanismo es el incremento de actividad; por ejemplo, en tumores 
como el cáncer de mama, los miembros de la familia de receptores ErbB están 
sobre-expresados, lo que tiene como consecuencia un aumento de la actividad 
de Src (Frame, 2002; Levin, 2004). 
 
Este trabajo ha tenido como objetivo el estudio del papel regulador de la 
calmodulina sobre los dos tipos de proteínas tirosina quinasas descritas: 
receptores ErbB y Src; proteínas que están involucradas en el desarrollo de 
enfermedades cancerígenas.  
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1. Ensayar la regulación de la calmodulina sobre el EGFR en células CaM-
KO condicionales transfectadas de forma estable con el EGFR humano. 
2. Evidenciar el papel regulador de la calmodulina sobre el EGFR y ErbB2 
en presencia de ligando, usando los inhibidores de la calmodulina W-7 y 
su homólogo menos activo W-12.  
3. Probar el efecto que tiene la calmodulina (tipo silvestre) y el mutante 
fosfo-mimético CaM (Y99D/Y138D) sobre la fosforilación del EGFR in 
vitro. 
4. Ensayar el efecto regulador de la calmodulina sobre la proteína quinasa 
no receptora Src en dos líneas celulares distintas, donde Src es activado 
bien mediante el ligando del EGFR o bien mediante H2O2. 
 
 
 
3.1. Materiales: 
o Anticuerpos: 
El anticuerpo monoclonal de ratón anti-fosfotirosina (clon 4G10), que reconoce 
proteínas con residuos de tirosina fosforilados; el anticuerpo monoclonal de 
conejo anti-EGFR (clon E235), que reconoce el dominio C-terminal del EGFR; 
y, el anticuerpo monoclonal de ratón anti-calmodulina, han sido obtenidos de 
Millipore. El anticuerpo monoclonal de ratón anti-GAPDH (clon 14C10), el 
anticuerpo monoclonal de conejo anti-Src (clon 36D10), el anticuerpo policlonal 
de conejo anti-fosfo-Src (Tyr416), el anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfo-
p38MAPK (Tyr180/Tyr182) y, el anticuerpo policlonal de conejo anti-p38MAPK 
proceden de Cell Signalling. El anticuerpo policlonal de conejo anti-c-ErbB2/c-
Neu procede de Calbiochem. El anticuerpo anti-inmunoglobulina G (IgG) de 
ratón (reconoce específicamente Fc) desarrollado y conjugado con peroxidasa 
de rábano; y el anti-IgG de conejo aislado de suero de conejo normal por 
fraccionamiento, fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.  
 
 
2. OBJETIVOS 
 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
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o Reactivos: 
Los marcadores de masa molecular para electroforesis fueron de Bio-Rad™. 
Las membranas de transferencia PVDF y de nitrocelulosa (NT) se obtuvieron 
de Pall Corporation. El kit ECL™ (Enhanced Chemiluminiscence Luminol) fue de 
Amersham. Las películas de rayos X fueron de Eastman Kodak y, la 
gentamicina, de Genta-Gobens. Otros reactivos usados en este trabajo fueron 
de grado analítico. 
3.2. Cultivos celulares: 
Línea celular Características 
A431 de carcinoma epidermoide 
humano 
Sobre-expresa EGFR. 
SK-BR-3 de adenocarcinoma de 
mama humano 
Sobre-expresa ErbB2. 
ET1-55/EGFR transfectada de forma 
estable con el EGFR humano 
Línea celular derivada de un linfoma B 
de la Bolsa de Fabricio de pollo. 
Carece de los 2 genes endógenos de 
la calmodulina y contienen un 
constructo de calmodulina reprimible 
por tetraciclina (sistema Tet-off) 
(Panina et al., 2012; Li et al., 2012). 
 
Las dos primeras líneas celulares son adherentes y fueron cultivadas en 
Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) suplementado con suero fetal 
bovino 10 % (v/v), L-glutamina   2   mM   y   gentamicina   40   μg/ml   en   atmósfera  
humidificada de 5 % de CO2 (v/v) en aire a 37 ºC. Además, las células SK-BR-3 
fueron suplementadas con 0,01 % de insulina. 
La línea celular ET1-55/EGFR se cultivó en suspensión en medio RPMI-
1640 (Roswell Park Memorial Institute) que contiene 10 % (v/v) de suero fetal 
bovino, 1 % (v/v) de suero de pollo, 2 mM de L-glutamina   y   40   μg/ml de 
gentamicina. Se cultivaron en las mismas condiciones que las adherentes, pero 
a 40 ºC. 
Las células A431 y SK-BR-3 fueron mantenidas con medio libre de suero 
toda la noche o varias horas antes de la realización de los experimentos. En 
Regulación de los receptores ErbB y de Src por la calmodulina 
 
Página 14  
  
cambio, cuando se requirió la represión de la expresión de CaM en células 
ET1-55/EGFR, se ha realizado el tratamiento con 1 µg/ml de tetraciclina sin 
privación de suero. 
3.3. Efecto de los inhibidores de la calmodulina sobre EGFR y ErbB2: 
Para determinar el efecto de los inhibidores de la calmodulina en cada tipo de 
receptor, utilizamos dos tipos de líneas celulares: A431 que sobre-expresa el 
receptor EGFR y SK-BR-3 que sobre-expresa ErbB2. 
El experimento con cada una de las líneas celulares se realizó en dos 
placas de 6 pocillos confluentes que se incubaron en medio sin suero durante 4 
horas. 
El ensayo se comenzó incubando cada uno de los pocillos de la placa 
con: W-12 50 µM, W-7 (5 µM, 10 µM, 25 µM y 50 µM) y un pocillo como control 
negativo (sin inhibidor). El tratamiento con los inhibidores fue realizado durante 
15 minutos en total. A las placas que tenían que ser activadas con el ligando 
(EGF   para   A431   y   HRGβ1   para   SK-BR-3), se les añadió el mismo a una 
concentración 10 nM durante 2 minutos. La reacción fue parada con ácido 
tricloroacético (TCA) al 10 % y las células de cada pocillo fueron recolectadas 
en tubos de microcentrífuga. Tras 10 minutos en hielo, las preparaciones 
fueron centrifugadas a 13060 g durante 10 minutos. El sobrenadante se 
descartó y al pellet se le añadió buffer de digestión Laemmli y Tris-HCl 1,5 M 
pH 8,8 para neutralizar las muestras. Tras el homogeneizado del pellet, las 
diferentes muestras se incubaron a 100 ºC durante 5 minutos y se dispuso a la 
realización del SDS-PAGE. La detección de EGFR o ErbB2 fosforilados y 
GAPDH fue realizada mediante Western blot con los anticuerpos anti-fosfo-
tirosina 4G10, que detecta proteínas fosforiladas en residuo de tirosina, y anti 
GAPDH, respectivamente. 
3.4. Ensayo de fosforilación del EGFR in vitro: 
o Solubilización del EGFR: 
Las células A431 fueron lavadas con PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na/K-
fosfato 12 mM a pH 7,4) y despegadas cuidadosamente de las placas donde se 
encontraban adheridas. Tras ello, se dispuso a la centrifugación para 
recolectarlas. El lisado se realizó con buffer hipotónico frío formado por Hepes-
NaOH 15 mM (pH 7,4), EGTA 1 mM y un cóctel de inhibidores de proteasas 
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formado por PMSF 0,6 mM, aprotinina 0,3 µM, lecupeptina 4,5 µM y pepstatina 
A 1,5 µM (cóctel CPI). Tras 10 minutos en hielo, el lisado se centrifugó a 
130000 g durante 30 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue descartado y el pellet 
resuspendido en el mismo buffer explicado con anterioridad, al que le siguió un 
centrifugado. Con el fin de solubilizar el EGFR de la membrana, el nuevo pellet 
obtenido fue resuspendido en 1 ml de Hepes-NaOH 25 mM (pH 7,4), Triton X-
100 1 % (w/v) y glicerol 5 % (w/v); e incubado durante 30 minutos en hielo. La 
preparación se volvió a centrifugar a 130000 g durante 30 minutos a 4 ºC y el 
sobrenadante, que contenía el EGFR solubilizado, fue cuidadosamente 
separado del pellet, que se descartó. 
o Ensayo de fosforilación: 
Se prepararon distintas mezclas de reacciones. Todas ellas contenían 15 mM 
Hepes-NaOH (pH 7,4), MgCl2 2 mM y 5 µl de la fracción de EGFR solubilizado 
obtenido en el paso anterior. Dependiendo de la condición ensayada, fue 
añadido EGTA 2 mM (ausencia de calcio) o CaCl2 100 µM (presencia de calcio) 
y 1 µg de cada una de las calmodulinas ensayadas en el experimento (tipo 
salvaje y Y99D/Y138D). Las diferentes mezclas se incubaron en hielo durante 
30 minutos en ausencia o presencia de EGF 1 µM. Después se pasó a la 
realización del ensayo de fosforilación durante 5 minutos con ATP 2 mM a 37 
ºC. Las reacciones fueron paradas con buffer de digestión Laemmli a 100 ºC 
durante 5 minutos. Las muestras se centrifugaron y se analizaron por el método 
SDS-PAGE y Western blot, en el que se detectaron el EGFR fosforilado y 
GAPDH con los anticuerpos anti-fosfo-tirosina (4G10) y anti-GAPDH, 
respectivamente. 
3.5. Efecto de los inhibidores de la calmodulina sobre la activación de Src 
inducida por EGF: 
Tras obtener una confluencia del 100 % en dos placas 6 pocillos con medio 
DMEM completo, las células A431 fueron privadas de suero durante toda la 
noche. El experimento se realizó utilizando las mismas condiciones usadas en 
los experimentos descritos para determinar el efecto de los inhibidores de la 
calmodulina en los receptores ErbB: incubándose las células con los 
inhibidores de la calmodulina (W-7 y W-12) a distintas concentraciones durante 
15 minutos y añadiendo el ligando EGF 10 nM durante 2 minutos. Las 
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proteínas precipitadas tras añadir TCA 10 % fueron recolectadas en tubos de 
centrífuga y se incubaron durante 10 minutos en hielo. Después se realizó el 
centrifugado, se descartó el sobrenadante, se añadió buffer de digestión 
Laemmli al pellet y se neutralizó. Las muestras fueron sometidas a 100 ºC 
durante 5 minutos y, tras la realización de un pulso de centrifugación, se 
dispuso a la realización de la electroforesis seguida de un Western blot en el 
que se detectó Src fosforilado, Src total y GAPDH mediante los anticuerpos 
correspondientes. 
3.6. Efecto de los inhibidores de la calmodulina sobre la activación de Src 
inducida por peróxido de hidrógeno: 
Para testar el papel de la calmodulina, mediante su inhibición con W-7 y W-12, 
sobre la fosforilación de Src independientemente de la activación de receptores 
ErbB, se realizaron dos tipos de experimentos en los cuales la activación de 
Src fue inducida por H2O2. 
o Inmunopecipitación: 
Células de SK-BR-3 fueron cultivadas en 2 placas de Petri con medio DMEM 
completo hasta su total confluencia. A la placa correspondiente se añadió H2O2 
con una concentración final 1 mM y fue incubada durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. 
El kit PierceTM Classic Magnetic IP/Co IP fue utilizado para la realización 
de este experimento. El medio que estaba en las placas fue descartado y las 
células se lavaron con PBS. Se les añadió 1 ml de buffer de lisis, suplementado 
con NaF 100 mM, VO4Na3 1 mM, PMSF 1 mM y CPI 10 µl/ml, a cada placa y de 
éstas fueron recolectadas las células y transferidas a un tubo de 
microcentrífuga donde fueron incubadas en hielo durante 5 minutos. Tras este 
tiempo, se dispuso a la centrifugación de ambos a 13000 g durante 10 minutos. 
El sobrenadante, formado por la extracción celular total de las células, fue 
transferido a nuevos tubos. 
El extracto celular total de cada tubo (activado y no activado con H2O2) 
fue dividió en 4alícuotas: una como control positivo, otra para la 
inmunoprecipitación de Src total, la tercera para la inmunoprecipitación de 
proteínas fosforiladas en residuos de tirosina y la última como control negativo. 
Para la preparación de cada uno de los complejos inmunes fueron utilizados los 
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anticuerpos anti-Src total y anti-fosfotirosina (4G10) respectivamente y, para el 
control, la IgG no relevante de conejo. El procedimiento seguido fue el 
aconsejado en las instrucciones del fabricante. 
Por último se procedió a la realización del SDS-PAGE y Western blot en 
el que se detectaron Src total, fosfo-tirosina, ErB2 fosforilado, ErbB total, 
p38MAPK fosforilada y p38MAPK total con los anticuerpos correspondientes. 
 
En el siguiente experimento, dos placas de 6 pocillos confluentes fueron 
incubadas con medio privado de suero durante toda la noche. El ensayo con 
los inhibidores de la calmodulina (W-12 y W-7) se realizó en las mismas 
condiciones que el experimento explicado en el punto anterior; pero durante un 
periodo de incubación total de 30 minutos, añadiendo e incubando H2O2 a una 
concentración 1 mM durante los últimos 15 minutos. La reacción se paró con 
TCA al 10 %. Las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 13060 g tras 
su incubación en hielo durante otros 10 minutos. El sobrenadante se descartó, 
se añadió buffer de digestión Laemmli y se neutralizó. Tras un hervido de 5 
minutos y un centrifugado rápido, la expresión de Src fosforilado fue 
determinada con el anticuerpo anti-fosfo-Src (Y416) por Western blot. 
3.7. Electroforesis y Western blot: 
Las proteínas fueron separadas por el método SDS-PAGE en un gradiente 
lineal 5 % - 20 % de poliacrilamida, en presencia de dodecilsulfato sódico 
(SDS) 0,1 % (p/v) como detergente aniónico y a pH 8,3 de acuerdo con 
Laemmli a 7 mA, durante 15 horas. Después, las proteínas fueron transferidas 
del gel a una membrana de PVDF o de nitrocelulosa (en el caso de la 
calmodulina) durante 1 hora y 30 minutos a 400 mA en un buffer constituido 
por: Tris 48 mM, glicina 36,6 mM, SDS 0,04 % (p/v) y metanol al 20 % (buffer 
TGSM).  
La fijación de las proteínas se realizó con glutaraldehído al 0,8 % (v/v) en 
buffer TBS-T (Tris-HCl 10 mM a pH 8, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,1 % (v/v)) 
durante 10 minutos. La solución de tinción Fast Green FCF al 0,1 % (en 
metanol al 50 % y ácido acético al 10 %) fue usada para asegurarnos de que el 
proceso de transferencia fue realizado con éxito antes de que las membranas 
fueran bloqueadas. El bloqueo fue realizado con suero de albúmina bovina al 5 
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% (p/v) o leche desnatada al 5 % (p/v), según recomiende el proveedor del 
anticuerpo, en buffer TBS-T. 
 El anticuerpo primario se usó a una dilución 1/2000  a 4 ºC durante toda 
la noche. Después fue añadido el anticuerpo secundario correspondiente, 
usando la misma solución de bloqueo pero en una dilución 1/5000, durante 1 
hora y a temperatura ambiente. Las bandas fueron visualizadas usando el kit 
ECL™,  siguiendo   las   instrucciones  del  fabricante,  en  películas de rayos X. La 
intensidad de dichas bandas se cuantificó usando el programa ImageJ. 
3.8. Otros procedimientos analíticos: 
La concentración de las proteínas fue determinada por el método de BCA 
usando la albúmina de suero bovino como estándar y usando el kit: Thermo 
Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit. Los resultados han sido presentados 
con la media ± SEM (error estándar de la media) de las densitometrías 
realizadas tras el Western blot. La corrección de los resultados se ha realizado 
usando GAPDH o Fast Green como controles de carga. En la prueba de t-
Student un valor de p < 0.05 es considerado significativo. 
 
 
 
 
4.1. La disminución de la expresión de la calmodulina en células 
condionales CaM-KO inhibe la activación del EGFR dependiente de EGF: 
Para determinar si la calmodulina está implicada en el proceso de auto-
fosforilación del EGFR dependiente de EGF, se utilizaron las células ET1-
55/EGFR CaM-KO condicionales que están transfectadas de forma estable con 
el EGFR humano. 
Los niveles de expresión de la calmodulina en las células CaM-KO son 
más altos que en las células de tipo salvaje; pero, la adición de tetraciclina 
disminuye de manera eficiente la expresión de calmodulina endógena. Como la 
calmodulina es vital para la supervivencia celular, se ensayó la viabilidad de la 
línea celular a diferentes tiempos de tratamiento. Los resultados muestran que 
se produce una ligera disminución del  número de células vivas a medida que 
aumenta el tiempo de exposición al tratamiento. También, se observa una 
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reducción drástica de la expresión de la calmodulina, tras las primeras 24 horas 
de tratamiento con tetraciclina, acompañada de una reducción en la 
fosforilación del receptor EGFR (Figura 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. La inhibición de la expresión de la calmodulina en células condicionales CaM-
KO regula negativamente la activación de EGFR dependiente de EGF. La línea celular 
ET1-55/EGFR fue incubada con 1 µg/ml de tetraciclina durante el tiempo indicado. A, La gráfica 
representa la media ± SEM (n = 2) de la viabilidad celular después del tratamiento con 1 µg/ml 
de tetraciclina durante el tiempo indicado. Las barras de error no se aprecian porque son más 
pequeñas que los símbolos. B, La expresión del EGFR, calmodulina y la fosforilación del EGFR 
fueron determinados usando el anticuerpo anti-EGFR, anti-calmodulina y anti- fosfo-tirosina 
(4G10), respectivamente. C, La gráfica representa la media ± SEM (n = 2) del nivel de 
expresión de la calmodulina (triángulos), EGFR (cuadrados rojos), EGFR fosforilado en 
ausencia (círculos blancos) y en presencia (círculos negros) de EGF, y la relación p-
EGFR/EGFR total (rombos). 
4.2. Antagonistas de la calmodulina inhiben la fosforilación del EGFR       
dependiente de EGF: 
Otro tipo de ensayo que aseguraría que la calmodulina está implicada en la 
activación del receptor EGFR se basa en usar como tratamiento antagonistas 
de la calmodulina, como son los compuestos W-7 y W-12. Es sabido que W-12 
tiene una afinidad muy baja por el complejo Ca2+/CaM con respecto a W-7 (que 
tiene afinidad alta), pero que ambos en mayor o menor medida decrecen la 
capacidad de unión de la calmodulina a sus proteínas diana. 
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Para este ensayo ha sido utilizada la línea celular A431 de carcinoma 
epidermoide humano, que sobre-expresa EGFR. Los resultados demuestran 
que el tratamiento con W-7 inhibe significativamente la activación del EGFR 
dependiente de EGF (Figura 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Los antagonistas de la calmodulina disminuyen la fosforilación del EGFR 
dependiente de EGF en células A431. A, Las células A431, tras ser privadas de suero 
durante 4 horas, se incubaron durante 15 minutos con el inhibidor de la calmodulina W-7 en 
concentraciones crecientes y W-12 a 50 µM. Los controles (control), en ausencia de inhibidor, 
también se muestran. El ligando EGF (10 nM) fue añadido dónde está indicado durante 2 
minutos. La forma fosforilada del EGFR fue detectada usando el anticuerpo anti-fosfo-tirosina 
(4G10). GAPDH se muestra como control de carga.  B, La gráfica presenta la media  ± SEM de 
3 experimentos idénticos al mostrado en el panel A. Se obtuvieron diferencias significativas (p< 
0,05) entre control y W-7 50 µM y, entre W-12 50 µM y W-7 50 µM (ambos en presencia de 
ligando), según la prueba t-Student. 
4.3. Antagonistas de calmodulina inhiben la fosforilación de ErbB2 
dependiente  de  HRGβ1:  
Había sido previamente demostrado que el EGFR y ErbB2 son proteínas de 
unión a la calmodulina (Sánchez-González et al., 2010). Para re-comprobar 
este hecho con ErbB2, ha sido utilizada la línea celular SK-BR-3 proveniente de 
adenocarcinoma de mama humano en el que está sobre-expresado dicho 
receptor. Se ha realizado el mismo procedimiento seguido con las células 
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A431, pero añadiendo heregulina   β1   (HRGβ1) como ligando. Los resultados 
demuestran que ErbB2 está regulado por la calmodulina, ya que la fosforilación 
del receptor disminuye claramente al utilizar W-7 50 µM (Figura 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Los antagonistas de la calmodulina disminuyen la fosforilación de ErbB2 
dependiente  de  HRGβ1  en  la  línea  celular SK-BR-3. A, Las células fueron privadas de suero 
durante 4 horas y, tras ello, fueron incubadas durante 15 minutos a concentraciones crecientes 
del inhibidor W-7 y,  W-12  a  50  µM.  La  HRGβ1  (10  nM)  fue  añadida  donde  está  señalado.  Los  
controles (control), en ausencia de inhibidor, también se muestran en el panel. La fosforilación 
de ErbB2 fue detectada usando un anticuerpo anti- fosfo-tirosina. GAPDH se presenta como 
control de carga. B, la gráfica presenta la media ± SEM de 2 experimentos realizados en las 
mismas condiciones. Se obtuvieron diferencias significativas entre control y W-7 50 µM en 
presencia de HRGβ1 (p < 0,05) y, entre W-12 50 µM y W-7 50 µM (p < 0.01) en presencia de 
HRGβ1, según la prueba t- Student.   
4.4. Efecto del mutante fosfo-mimético calmodulina Y99D/Y138D sobre la 
activación del EGFR dependiente de ligando in vitro: 
Está demostrado que la calmodulina regula el EGFR uniéndose al dominio de 
unión que se encuentra en la región citosólica yuxtamembranal y que, en 
presencia de calcio, la calmodulina tiene un efecto inhibidor sobre la actividad 
de la tirosina quinasa del EGFR en ensayos in vitro. Con estos datos, 
queríamos saber si el doble mutante de residuos de tirosina CaM Y/D (donde 
ambos residuos de tirosina, 99 y 138, son sustituidos por ácido aspártico) tiene 
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un diferente efecto regulador sobre la actividad de la tirosina quinasa del 
EGFR, comparada con calmodulina de tipo silvestre (CaM wt). Para la 
realización de este ensayo se obtuvo la fracción de membrana del extracto 
celular total de la línea celular A431. El receptor fue solubilizado con el 
detergente Triton X-100. Una vez obtenida esta preparación, se realizó la 
fosforilación del EGFR en distintas condiciones: en presencia o ausencia del 
ligando EGF y calcio (la quelación de calcio fue realizada con EGTA); y usando 
CaM wt y CaM Y/D. El resultado muestra que, en comparación con la muestra 
a la que no se le ha añadido calmodulina (ninguno), hay un ligero aumento de 
la fosforilación del EGFR en presencia del mutante fosfo-mimético CaM Y/D, y 
una ligera disminución de la fosforilación del mismo cuando es añadida la 
calmodulina de tipo silvestre en presencia de calcio (Figura 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Efecto de las diferentes especies de calmodulina sobre la fosforilación del 
EGFR dependiente de EGF in vitro. La gráfica muestra la media ± SEM (n = 3) de la 
fosforilación del EGFR dependiente de ligando en presencia de calcio o en su ausencia 
(presencia de EGTA). Aunque se observa un ligero aumento de la fosforilación del EGFR en 
presencia del mutante fosfo-mimético calmodulina Y/D y una ligera disminución de la 
fosforilación del receptor usando CaM wt (solo en presencia de calcio), no fueron encontradas 
diferencias significativas entre los datos obtenidos según la prueba t-Student. 
4.5. Antagonistas de la calmodulina inhiben la fosforilación de Src 
inducida por EGF: 
Está demostrado que Src es una proteína de unión a la calmodulina y que hay 
interacción entre Src y el receptor EGFR (Berchtold & Villalobo, 2014). Una vez 
vistos los resultados obtenidos acerca de la regulación de los receptores de la 
familia ErbB por la calmodulina, se ha querido determinar si ésta regula la 
fosforilación de la proteína tirosina quinasa no receptora Src. Para este fin, se 
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ha dispuesto de dos líneas celulares: la línea celular A431 y la línea celular SK-
BR-3. La primera fue incubada con los inhibidores de la calmodulina W-12 y W-
7 (éste último a distintas concentraciones) durante 15 minutos, tras ser 
incubada con medio privado de suero las 4 horas previas al comienzo de la 
experimentación. Tras este paso, el ligando EGF fue añadido a las células, 
donde está indicado, para obtener la activación de Src mediada por el EGFR. 
Se puede observar una inhibición creciente de la fosforilación de Src en 
presencia de EGF a concentraciones elevadas del  inhibidor (Figura 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Los antagonistas de la calmodulina disminuyen la fosforiación de Src 
dependiente de la activación del EGFR inducida por EGF. A, Las células fueron tratadas 
con los inhibidores de la calmodulina W-7 y W-12 durante 15 min y en las concentraciones 
detalladas en la imagen. El ligando EGF (10 nM) fue incubado durante 2 minutos donde está 
indicado. Los controles (control), en ausencia de inhibidor, se muestran en el panel. La 
expresión de Src fosforilado se detectó con el anticuerpo anti-fosfo-Src (Y416). Como control 
de carga fue detectado Src total y GAPDH con sus correspondientes anticuerpos. B, La gráfica 
representa la media ± SEM de 2 experimentos realizados en las mismas condiciones. Se 
hallaron diferencias significativas entre control y W-7 50 µM (p < 0,05) según la prueba t-
Student. 
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Como ha sido demostrado en otros estudios, la calmodulina regula los 
receptores ErbB y por esta vía puede regular Src. Debido a ello, se buscó otra 
alternativa para activar Src y demostrar su regulación mediada directamente 
por la calmodulina. 
Ha sido demostrado previamente que los radicales libres de oxígeno, 
como peróxido de hidrógeno, pueden activar quinasas como Src, así que 
empezamos por realizar un ensayo en el que las células fueron tratadas con 
este agente activador. Se realizó una inmunoprecipitación de Src (usando un 
anticuerpo anti-Src) y de proteínas fosforiladas en residuos de tirosina usando 
un anticuerpo anti-fosfo-tirosina. Como control negativo fue usada la IgG no 
relevante procedente de conejo. Como control positivo, para tener constancia 
de que el peróxido de hidrógeno estaba presente en el experimento, se utilizó 
la detección de la p38MAPK fosforilada. Contra todo pronóstico, la detección de 
proteínas tirosina quinasas fosforiladas, en este caso ErbB2 y Src, se veía 
disminuída cuando H2O2 estaba presente (Figura 7). 
 
Figura 7. El efecto del peróxido de hidrógeno sobre la fosforilación de Src. A las células 
SK-BR-3 se les añadió H2O2 1 mM donde está indicado y fueron incubadas durante 15 minutos 
a temperatura ambiente. Del extracto celular total (ECT) fueron inmunoprecipitados (IP) Src 
total y las proteínas fosforiladas en tirosina mediante los anticuerpos anti-Src total y anti-fosfo-
tirosina 4G10, respectivamente. El Western blot fue desarrollado contra Src total y proteínas 
con residuos fosforilados en tirosina (para Src fosforilado). Como control de la acción del 
peróxido de hidrógeno en las células, se detectó en el Western blot la p38MAPK fosforilada. 
Los resultados muestran un declive en la fosforilación de tirosina quinasas en presencia de  
H2O2. IgG NR hace referencia a IgG no relevante (usado como control en la 
inmunoprecipitación). 
 
Además, se decidió ensayar el efecto de los inhibidores de la calmodulina, W-
12 y W-7, sobre la fosforilación de Src inducida por peróxido de hidrógeno 
sobre el extracto celular total de las células SK-BBR-3. Los resultados 
demuestran que hay activación de Src mediada por H2O2 y que hay efecto 
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inhibidor de W-7 a 50μM  sobre la fosforilación de Src. La gráfica representa la 
media de 3 repeticiones ± SEM (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Efecto de la inhibición de la actividad de la calmodulina, con W-7, sobre la 
fosforilación de Src en la línea celular SK-BR-3. A, Las células SK-BR-3, después de ser 
incubadas en medio libre de suero durante toda la noche, fueron tratadas con los inhibidores de 
la calmodulina W-12 y W-7, éste último en distintas concentraciones. El agente activador de 
Src en este experimento, H2O2, fue añadido donde está indicado durante 15 minutos. La 
expresión de Src fosforilado fue determinada mediante el anticuerpo anti-fosfo-Src (Y416). 
Como control de carga ha sido utilizado el Fast Green. B, La gráfica representa la media ± SEM 
(n = 3). Se observa una disminución de la fosforilación de Src en presencia de W-7 50 µM; no 
obstante, no se obtuvieron diferencias significativas entre los datos obtenidos, según la prueba 
t-Student.  
 
 
 
 
De todas las proteínas que puede regular la calmodulina, nos hemos centrado 
en el papel regulador que ejerce sobre EGFR y ErbB2, que son dos receptores 
tirosina quinasas de la familia ErbB; y, sobre Src, proteína tirosina quinasa no 
receptora. Todos ellas son proteínas implicadas en multitud de funciones 
celulares y en el desarrollo de enfermedades tumorales. 
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¿Cuál es el significado biológico de la unión de la calmodulina a los 
receptores ErbB? Ha sido demostrado con anterioridad que la calmodulina se 
une al CaM-BD del EGFR y del ErbB2 (Li et al., 2004; Sánchez-González et al., 
2010). Este dominio se encuentra en la región citosólica yuxtamembranal del 
receptor y tiene una carga neta positiva, debido a la presencia de aminoácidos 
básicos. Además, la hemimembrana interna de la membrana plasmática se 
encuentra cargada negativamente debido a la presencia de fosfolípidos 
acídicos. Se ha descrito un modelo que sugiere que el dominio de unión de la 
calmodulina y el dominio de la tirosina quinasa del EGFR se encuentran unidos 
electroestáticamente a la membrana plasmática, de forma que el dominio 
tirosina quinasa está inactivo en ausencia de ligando (McLaughlin et al., 2005). 
In vivo, cuando la calmodulina (proteína con carga neta negativa) se une al 
dominio CaM-BD, se produce una separación de dicho dominio que conlleva 
también a una separación del dominio tirosina quinasa de la membrana 
(McLaughlin et al., 2005). Esto permite que EGFR dimerice y se active 
iniciando, por tanto, distintas vías de señalización.  
En cambio, en ensayos realizados in vitro se ha evidenciado el efecto 
contrario, una inhibición de la actividad tirosina quinasa (San José et al., 1992).  
 
Para determinar el papel de la calmodulina sobre la regulación del receptor 
EGFR in vivo empezamos por utilizar la línea celular ET1-55/EGFR. Esta línea 
celular carece de los genes de la calmodulina, que han sido inactivados, y 
contiene un constructo de calmodulina reprimible por tetraciclina (sistema Tet-
off). Como se ha podido observar en los resultados obtenidos, cuando 
disminuimos la expresión de la calmodulina en células condicionales CaM-KO 
mediante la adición de tetraciclina, se produce una ligera disminución de la 
viabilidad celular, lo que indica, no obstante, que es posible experimentar con 
ellas. Además, al mismo tiempo que se produce la inhibición de la expresión de 
la calmodulina, disminuye la fosforilación del EGFR.  
Otro ensayo que demuestra el papel regulador de la calmodulina in vivo 
sobre los receptores ErbB ha sido el uso del inhibidor de la calmodulina W-7, a 
concentraciones elevadas, en líneas celulares que sobre-expresan el EGFR o 
el ErbB2. Los resultados muestran una disminución en la fosforilación de estos 
receptores en presencia del inhibidor de la calmodulina W-7 a 50 µM; es decir, 
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el bloqueo del complejo Ca2+/calmodulina produce una inhibición de la 
fosforilación del EGFR y ErbB2 y, por consiguiente, una menor actividad 
tirosina quinasa de los mismos.  
Para probar que es lo que ocurre in vitro, se requirió al ensayo con la 
calmodulina de tipo silvestre y el mutante fosfo-mimético de la calmodulina 
CaM Y99D/Y138D, en el cual las dos tirosinas que posee fueron sustituidas por 
dos ácidos aspárticos. En el resultado que obtuvimos se observa un ligero 
aumento en la fosforilación del EGFR cuando está presente el mutante fosfo-
mimético CaM Y/D (en presencia y ausencia de calcio), sugiriendo que la 
calmodulina  fosforilada podría aumentar la actividad del EGFR. También se 
muestra que cuando la calmodulina de tipo salvaje es añadida, disminuye 
ligeramente la fosforilación del EGFR en presencia de calcio, como se describió 
previamente (San José et al., 1992). La hipótesis que se postula frente a este 
último resultado es que, en los ensayos in vitro, al no haber membrana 
plasmática debido a que el receptor se encuentra solubilizado, la actividad del 
receptor es elevada. Sin embargo, al producirse la unión de la calmodulina, 
ésta mimetiza la función que la membrana plasmática ejerce en células vivas y, 
por consiguiente, inhibe la fosforilación de su dominio tirosina quinasa y su 
actividad.  
Estos ensayos se están repitiendo actualmente por nuestro grupo de 
investigación para la recolección de más datos, ya que en los datos 
presentados no se observan diferencias estadísticamente significativas. 
 
Una vez experimentado el papel regulador de la calmodulina sobre los 
receptores tirosina quinasas, quisimos saber qué ocurre con una proteína 
tirosina quinasa no receptora como Src. ¿Estará regulada la actividad de Src 
por la calmodulina? En las células A431 hemos comprobado que, en presencia 
del ligando EGF, hay una disminución de la fosforilación de Src en la tirosina 
416 (fosforilación que activa esta proteína) cuando las células son tratadas con 
el inhibidor W-7 a concentración elevada.  
Como la calmodulina regula la activación de ErbB, el experimento previo 
no demuestra la regulación directa de la calmodulina sobre Src. Por lo tanto, 
quisimos ensayar qué ocurre cuando Src es activado por vía independiente de 
activación de ErbB. Averiguamos que Src puede ser activada por peróxido de 
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hidrógeno, y quisimos ponerlo a prueba. Pero, en la inmunoprecipitación 
realizada con células SK-BR-3 se obtuvo un resultado no esperado: la 
fosforilación de las tirosina quinasas ErbB2 y Src  eran inhibidas en presencia 
de peróxido de hidrógeno; sin embargo, la fosforilación de la seina/treonina 
quinasa p38MAPK aumenta en presencia de H2O2, como era de esperar. 
Tras la inmunoprecipitación, se decidió realizar otro experimento usando 
el extracto celular total de las células SK-BR-3. El resultado nos muestra una 
activación de Src en presencia de H2O2; pero, como aparece reflejado en los 
resultados, aunque hay un aumento de la fosforilación de Src en presencia de 
H2O2 y una disminución de la misma cuando es añadido W-7 50 µM, el error 
estándar de la media obtenido es muy elevado.  
Como sabemos, el peróxido de hidrógeno es un radical libre que produce 
estrés celular. Ha sido demostrado en fibroblastos que el tiempo de exposición 
óptimo de estas células a este agente para obtener una buena fosforilación de 
Src es de 5 minutos (Abe et al., 1997). Un aumento de este tiempo de 
exposición produce una disminución de la fosforilación de Src. Por lo tanto, el 
tiempo de 15 minutos usado en los experimentos de este trabajo ha podido 
desencadenar un gran estrés celular produciendo la muerte de las células. Ésta 
podría ser la razón por la cual los resultados obtenidos no nos muestren un 
efecto real en la activación de Src en presencia de H2O2, ni una disminución 
significativa en la fosforilación del mismo en presencia de W-7 a 50 µM. 
 
 
 
 
La calmodulina regula la fosforilación dependiente de ligando de los receptores 
ErbB in vivo, específicamente EGFR y ErbB2; de tal forma que cuando la 
expresión de la calmodulina es inhibida o el complejo Ca2+/calmodulina es 
bloqueado, la fosforilación del receptor decrece. En cambio, In vitro, el efecto 
regulador de la calmodulina sobre el EGFR indica una inhibición de la 
fosforilación del receptor.  
En cuanto a los mutantes fosfo-miméticos de la calmodulina, se observa 
un incremento de la fosforilación del EGFR en presencia de CaM Y99D/Y138D. 
No obstante, hay que seguir experimentando con los distintos tipos de 
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mutantes para determinar cuál es el papel de la fosfo-(Tyr)-calmodulina en la 
activación del EGFR inducida por su ligando. 
La regulación de Src por la calmodulina ha sido ensayada activando 
receptores ErbB. Para evidenciar si hay un efecto regulador directo de la 
calmodulina sobre Src hay que activar a éste último de forma directa e 
independiente de la vía ErbB. Aunque hemos demostrado que la fosforilación 
de Src dependiente de receptor ErbB está regulada por la calmodulina, las 
diferencias no son significativas si la fosforilación de Src es dependiente de 
peróxido de hidrógeno (agente activador de Src).  
Para la realización de un ensayo más exacto habría que realizar un curso 
temporal para ver cuál es el mejor tiempo de exposición de las células al H2O2, 
para obtener una clara activación de Src. También se podría optar por otra vía 
de activación de esta quinasa para evitar el sometimiento de las células a un 
gran estrés que nos oculte el verdadero papel regulador de la calmodulina 
sobre ella. Una opción podría ser activando Src por la vía de receptores 
acoplados a proteína G (GPCRs) (McGarrigle & Huang, 2007).  
Además, sabemos que Src está altamente regulada. Para clarificar el 
verdadero papel de la calmodulina sobre Src, se deberían bloquear otras vías 
dependientes de calmodulina que puedan regular Src. Un ejemplo sería inhibir 
la CaMKII (Ginnan et al., 2013) y la calcineurina (Zou et al., 2001), que son una 
quinasa y una fosfatasa, respectivamente, dependientes de calmodulina y que 
podrían regular su actividad.  
 
 
Queda mucho por averiguar acerca del papel que desempeña la calmodulina 
en diferentes sistemas de señalización celular. La comprensión de los 
mecanismos moleculares que subyacen a los sistemas dependientes de 
calmodulina, implicados en: la capacidad proliferativa de las células tumorales, 
la inhibición del inicio de la apoptosis, la capacidad de migración e invasión, y/o 
la angiogénesis asociada al crecimiento tumoral; pueden conducir a la 
identificación de nuevas estrategias para la intervención terapéutica del cáncer.  
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EXPRESIÓN YPURIFICACION DE CALMODULINA RECOMBINANTE: 
1. Crecimiento bacteriano y expresión de proteínas recombinantes: 
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS fue transformada con los vectores pETCM 
(Y99D), pETCM (Y138D) o pETCM (Y99D/Y138D). Cada una de las 
transformaciones fue realizada con la adición de 20-40 ng de DNA a las células 
competentes. Las células fueron conservadas en hielo durante 1 hora. Después 
se realizó un shock térmico sometiendo a las células a 42 ºC durante 1 minuto 
al que le siguieron 2-3 minutos en hielo. La mezcla bacteriana estuvo en 
crecimiento durante 1 hora a 37 ºC en 500 µl de LB sin antibiótico. Los cultivos 
fueron sembrados en placas de LB con ampicilina durante toda la noche a 37 
ºC. Tras la incubación, se tomó una de las colonias y se sembró en 5 ml de 
medio LB con 100 mg/ml de ampicilina. Los cultivos se dejaron crecer durante 
toda la noche a 37 ºC. Se prepararon cultivos mayores sembrando 3 ml del 
precultivo en 300 ml de medio LB suplementado con 100 mg/ml de ampicilina. 
Los cultivos se incubaron hasta que la OD600 nm alcanzara 0,7-1 en todos los 
cultivos. Cada uno de los cultivos fue inducido con 0,5 mM de IPTG (isopropil-
β-D-1-tiogalactopiranósido) durante 4 horas. También fueron realizados 
controles en los que los cultivos no fueron inducidos con IPTG. Por último, se 
centrifugaron los cultivos a 6000 g durante 20 minutos. El sobrenadante se 
descartó y el pellet fue conservado a -70 ºC. 
2. Lisis celular: 
La lisis bacteriana fue realizada acorde con el protocolo de Bug Buster Protein 
Extraction Reagent Kit (Novagen®). Las células se centrifugaron a 11000 g 
durante 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante, formado por el extracto celular 
bacteriano soluble, fue transferido a nuevos tubos y se calentó a 95 ºC durante 
5 minutos; por lo tanto, únicamente las proteínas resistentes al calor 
perdurarían en el sobrenadante, incluyendo entre ellas la calmodulina 
recombinante. Se realizaron controles que no fueron sometidos a este 
calentamiento. 
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Volúmenes iguales de estas fracciones solubles se resolvieron en una 
electroforesis SDS-PAGE 5-20% en presencia de EGTA 5 mM. La tinción se 
realizó con Coomassie Brilliant Blue R-250 de la siguiente forma: el gel fue 
fijado durante 30 minutos en una solución formada por metanol:ácido 
acético:agua (50:10:40) y teñida con la solución Coomassie alrededor de 1 
hora. El desteñimiento se realizó utilizando la misma solución usada para la 
fijación durante 2 horas en movimiento hasta que no se viera fondo en el gel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Expresión de los mutantes fotomiméticos CaM Y/D. El extracto celular total 
procedente de cultivos de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformados con los distintos vectores de 
expresión de la calmodulina e incubados en ausencia (-) y presencia (+) de IPTG 0.5 mM se 
resolvieron por SDS-PAGE en presencia de EGTA 5 mM. El gel fue teñido con Coomassie blue 
como se describe. La flecha señala las diferentes especies de calmodulina. 
3. Purificación de la calmodulina: 
Para éste paso se procedió a la realización de una cromatografía de interacción 
hidrofóbica. Primeramente, y para ello, las columnas fueron cargadas con 15 ml 
de phenyl-Sepharose 6 Fast Flow columns procedente de Sigma. Para este 
procedimiento se dispuso de tres tipos de buffers de lavado: A (Tris-HCl 50 mM 
y CaCl2 1 mM a pH 7,5), B (Tris-HCl 50 mM, CaCl2 1 mM y NaCl2 100 mM a pH 
7,5) y C (Tris-HCl 50 mM y EGTA 2 mM a pH 7,5). El buffer A fue añadido para 
el equilibrado de las columnas. Tras ello, el lisado celular fue añadido a las 
columnas y se recolectó tras el paso a través de la columna como una única 
fracción. El buffer B se utilizó para lavar las proteínas inespecíficas que no 
- +  95ºC - +   95ºC - +   95ºCIPTG
CaM Y99D CaM Y138D CaM Y99D/Y138D
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estaban unidas a la phenyl-Sepharose en presencia de Ca2+. Por último, se 
añadido el buffer C y se recolectaron fracciones de 10 ml a su paso por la 
columna. Éstas fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE para testar la 
presencia de la calmodulina y aquellas que la contenían se conservaron a -70 
ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Purificación de los mutantes fosfomiméticos de la calmodulina por 
cromatografía de interacción hidrofóbica. 4-5 fracciones de cada mutante fosfo-mimético 
(CaM Y99D, CaM Y138D y CaM Y99D/Y138D) fueron analizados por SDS-PAGE. El gel fue 
teñido con Coomassie blue. En la imagen se observan las bandas correspondientes a la 
calmodulina purificada de cada mutante. 
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